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略語⼀覧 1 
SFSS: small-for-size syndrome 2 
SSEA-3: stage specific embryonic antigen 3  3 
Muse: Multilineage-differentiating Stress Enduring 4 
ICG: indocyanine green 5 
lyve-1: lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor 1 6 
HGF: hepatocyte growth factor 7 
VEGFA: vascular endothelial growth factor A 8 
siRNA: small interfering RNA 9 
GRWR: graft-to-recipient weight ratio 10 
S1P: Sphingosin-1-phosphate 11 
HLA-G: human leukocyte antigen G 12 
BM: bone marrow 13 
MSCs: mesenchymal stem cells 14 
MACS: magnetic-activated cell sorting 15 
FACS: fluorescence-activated cell sorting 16 
HGF/VEGF-KD-Muse: HGF and VEGFA-knocked down-Muse 17 
PDR: plasma disappearance rate 18 
NH3: ammonia 19 
AST: aspartate transaminase 20 
ALT: alanine transaminase 21 
ALP: alkaline phosphatase 22 
γGTP: γ-glutamyl transpeptidase 23 
T-Bil: total bilirubin 24 
ALB: albumin 25 
IVIS: in vivo imaging system 26 
CUBIC: Clear, Unobstructed Brain/Body Imaging Cocktails and Computational 27 
analysis 28 
TUNEL: Terminal Deoxynucleotidyl Transferase Deoxyuridine Triphosphate Nick 29 
End Labeling 30 
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1. 要約 1 
 2 
⽣体肝移植における術後予後不良を引き起こす原因として過⼩グラフト症候群3 




る stage specific embryonic antigen 3 (SSEA-3) で 同 定 可 能 な Multilineage-8 




した。まず肝⾎流の評価である ICG (indocyanine green) 検査にて Muse 細胞による13 
改善効果を認めた。類洞の状態を臓器透明化⼿技により評価したところ、類洞の連続14 
性や開存性が改善していた。また肝臓に Muse 細胞が遊⾛していることを確認した。15 
類洞内⽪表⾯マーカーである lyve-1 (lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor 16 
1) を免疫染⾊すると、Muse 群において類洞内⽪の陽性⾯積が有意に⾼かった。これ17 
らは Muse 細胞による類洞内⽪保護効果によるものと⽰唆される。 18 
これら類洞微⼩循環が改善したことで、肝細胞の増殖を表す Ki-67 染⾊で Muse 群19 
は有意に増加していることが⽰された。以上より Muse 細胞による類洞保護効果およ20 
びそれに伴う肝再⽣促進効果がみられた。また Muse 細胞が分泌する肝細胞増殖因⼦ 21 
(hepatocyte growth factor; HGF)や⾎管内⽪増殖因⼦ A (vascular endothelial growth 22 
factor A; VEGFA)に注⽬した。これらは Muse 細胞において発現量が⾼く、また肝再23 
 3 
⽣に⾮常に重要な増殖因⼦であることが分かっている。small interfering RNA 1 
(siRNA)を⽤いて、これらの増殖因⼦を抑制した Muse 細胞を投与して Muse 投与の2 
効果が抑制されるかどうかを確認した。ICG 検査や透明化画像評価において類洞の連3 
続性、開存性が落ちていることを確認した。類洞内⽪細胞も免疫染⾊にて陽性⾯積が4 
落ちており、Ki-67 の陽性率も低下した。以上のことから、Muse が⾼発現する HGF5 
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2. 研究背景 1 
 2 
肝疾患終末期に対する唯⼀の根治的治療法は肝移植である。しかし、世界的にドナ3 





限り⼤きなグラフトが望まれる(3, 4)。 9 






あるいは SFSS の予防策として graft-to-recipient weight ratio (GRWR)に基づいた、16 
より⼤きなグラフトの選択などが報告されている(6-10)。しかし⼤きな⾨脈体循環シャ17 
ントの存在が術後にグラフト低灌流といった逆効果に働く場合もあり、注意が必要で18 




transforming growth factor beta(TGF-β)を抑制することで肝細胞の増殖を活性化さ23 
 5 
せる。また、⾎管内⽪増殖因⼦(vascular endothelial growth factor; VEGF)や Wnt や1 
肝細胞増殖因⼦(hepatocyte growth factor; HGF)といった肝細胞刺激因⼦を類洞内⽪2 
が放出し、肝細胞の HGF に対する感受性を上げるとされている(15)。これらの類洞内3 
⽪の反応は再灌流直後から始まり、過⼩グラフトの肝細胞増殖シグナルは術後 7 ⽇⽬4 
には収束することが報告されている(16, 17)。 5 
その⼀⽅で、過剰な剪断応⼒が肝再⽣を妨げるとも⾔われている(18)。肝移植におけ6 
る⾎流の適正化が術後のグラフト⽣着にとって⾮常に重要であり、とくに⾨脈過剰圧7 
をいかに調整するかが SFSS にとって重要である(19)。肝切除後の肝再⽣においては 28 
⽇⽬には肝細胞の増殖がおこり、4 ⽇⽬には⾎管内⽪の増殖が始まるとされている(15)。9 
また臨床の⽣体肝移植においては、術後 0-4 ⽇⽬の急性期に⾨脈圧が 20mmHg を超10 









マーカーstage specific embryonic antigen 3 (SSEA-3)で同定可能な腫瘍性のない多能20 
性幹細胞 Multilineage-differentiating Stress Enduring(Muse)細胞が存在することが21 
報告されている(21)。Muse 細胞は⼀細胞から三胚葉性の細胞に分化し、⾃⼰複製する22 
(22)。傷害臓器から出されるシグナル Sphingosin-1-phosphate (S1P)に対する受容体23 
 6 
S1P receptor 2 を発現するので、⾎中投与された Muse 細胞は傷害臓器に選択的に遊1 
⾛し、組織を構成する細胞に⾃発的に分化することによって傷害細胞/死細胞を置換2 
して組織を修復する(23)。肝臓については、マウス劇症肝炎、肝切除および肝硬変モデ3 
ルに対してヒト Muse 細胞の静脈投与による治療効果が確認されており、肝細胞や類4 
洞内⽪、胆管上⽪、Kupffer 細胞といった肝実質構成細胞への分化や肝線維化の縮⼩5 
効果などが報告されている(24, 25)。また胎盤の免疫調整作⽤に関わるヒト⽩⾎球抗原6 
human leukocyte antigen G(HLA-G)を Muse 細胞は発現しているため、第 3 者由来7 
の Muse 細胞を⾎管投与すると傷害臓器に遊⾛し、免疫抑制剤なしに半年以上機能的8 
細胞として⽣存することがウサギ⼼筋梗塞において⽰されている(23)。これらの特性は、9 
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4. 研究⽅法 1 
 2 
4-1. 細胞培養および Muse 細胞の濃縮 3 
Lonza (Cat#PT-2501, Basel, Switzerland)より購⼊のヒト⾻髄(bone marrow; BM)由4 
来間葉系幹細胞(mesenchymal stem cells; MSCs)を low glucose Dulbeccoʼs Modified 5 
Eagle Medium, (Cat#10567-014, Thermo Fisher Scientific, CA)、10% ウシ胎児⾎清6 
(FBS; Cat#SH30910.03, GE Healthcare Life Sciences, Illinois)および 0.1 mg/mL のカ7 
ナマイシン (Cat#15160-054, Thermo Fisher Scientific) そして 1 ng/mL の線維芽細8 
胞増殖因⼦-2(FGF-2; Cat#130-093-840, Miltenyi, Bergisch Gladbach, Germany) を9 
含んだ培地で、10cm plastic dish, 37℃, 5% CO2 下 にて培養した。細胞は 90%の密度10 
にて 1:2 の割合で継代し、6 代から 8 代継代の細胞を実験に使⽤した。 11 
MSCs の 細 胞 密 度 が 100% に 到 達 し た と こ ろ で 、 ト リ プ シ ン 12 
(0.25 %)/ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)(Cat#25200-072, Thermo Fisher 13 
Scientific)処理(37℃, 5min)をして細胞を回収した。ヒト⾻髄由来間葉系幹細胞は14 
1000 万細胞/1000µl の濃度になるように緩衝溶液（FluoroBrite DMEM (Cat#A18967-15 
01, Thermo Fisher Scientific), 0.5%のウシ⾎清アルブミン (Cat#01860-65, nacalai 16 
tesque, Kyoto, Japan) そして 2 mmol/l の EDTA (Cat#15111-45, nacalai tesque)）17 
に懸濁した。 18 
1 次抗体として、ラット抗-SSEA-3 抗体(1:1000, Cat#330302, BioLegend, San Diego, 19 
CA) と 4 ℃ で 1 時 間 反 応 さ せ 、 isotype control と し て ラ ッ ト  IgM isotype 20 
control(1:1000, Cat#400801, BioLegend)を同様に反応させた。2 次抗体として21 
fluorescein isothiocyanate(FITC)標識ヤギ抗ラット IgM 抗体 (1:100, Cat#112-095-22 
075, Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA)を 4℃、1 時間にて反応させた後、23 
 9 
anti-FITC MicroBeads(1:50, Cat#130-048-701, Miltenyi)を 4℃、15 分反応させ、auto 1 
MACS® Pro Separator(Cat#130-092-545, Miltenyi)により Muse 細胞を濃縮した。濃2 
縮後、蛍光活性化セルソーティング(FACS)で Muse 率を解析した(BD FACS Aria II 3 
cell sorter, Becton Dickinson, San Jose, CA)。Muse 率 70%以上の細胞を Muse 細胞と4 
して本実験に使⽤した 5 
 6 
4-2. ラット極⼩部分肝移植モデル 7 
すべての実験は，東北⼤学研究・安全委員会実験動物専⾨委員会により承認を受け，8 
国⽴⼤学法⼈東北⼤学における動物実験等に関する規定に則って実施した。 9 
ラット動脈再建付 20%部分肝移植モデルを確⽴した。donor、recipient ともに 10-1310 
週齢の雄性 Lewis ラット(270-300g)を使⽤した。ドナーとレシピエントラットの体重11 
差は 10g までとした。ラットは Japan SLC(Shizuoka, Japan)から購⼊し、購⼊後 1 週12 
間以上の順化を⾏った。飼育環境は 24±2℃に温度管理された 12 時間ごとの明暗環13 
境切り替え、および施設標準の餌と⽔に関して、⼿術中以外は⾃由に摂取可能とした。14 
⼿術操作は⾮滅菌操作で⾏った。すべての⼿術操作は顕微鏡 (SZ61 10×Eyepiece, 15 
0.67〜4.5×Variable objective lens, Olympus, Tokyo, Japan)下に⾏った。⿇酔器(MK-16 
A110, Muromachi kikai, Tokyo, Japan)を⽤いてセボフルラン(sevofrane®, Maruishi 17 
Pharmaceutical, Osaka, Japan)により 5%で⿇酔導⼊、3％で開腹、開腹後 1.75%で⿇18 
酔を維持した。ドナーは⼗字切開で開腹した。脈管を処理した後、ヘパリン19 
Na(Cat#873334, AY pharmaceuticals, Tokyo, Japan)を陰茎静脈より 300 単位投与し、20 
全⾝ヘパリン化した。肝上部下⼤静脈から脱⾎し、腹部⼤動脈に管を挿⼊し、胸部⼤21 
動脈をクロスクランプした後、82cmH2O の圧で乳酸リンゲル液(Cat#035423904, 22 
Otsuka, Tokushima, Japan)20ml および Belzer UW 液(Bridge to Life, Columbia, 23 
 10 
SC)20ml で灌流を⾏った。灌流後、中葉と左外側葉（肝全体の 70%に相当する領域）1 




17 分、冷保存時間は 180 分とした。無肝期からはセボフルランを 1.25％にさげて酸6 
素投与を⾏い、吸⼊酸素濃度は 60%を⼿術終了まで維持した。肝上部下⼤静脈は 7-07 
ポリプロピレンによる連続縫合で端々吻合、⾨脈は Kamada らのカフ法(14G サーフ8 
ロー針外筒)を⽤いて吻合した(28)。肝下部下⼤静脈は 8-0nylon による連続縫合で端々9 




4-3. 群分け 14 
この極⼩肝移植モデルを⽤いて⽣理⾷塩⽔投与群 (Vehicle)、MSC 40 万群 (MSC-15 
0.4M)、 MSC 500 万群 (MSC-5M)、Muse 40 万群 (Muse)、HGF/VEGF-knocked 16 
down-Muse(HGF/VEGF-KD-Muse)群の 5 群に分けた。術当⽇⾨脈再灌流後の 2.5 時17 
間以内に、Vehicle には⽣理⾷塩⽔を 2ml、陰茎静脈から投与、細胞投与群は各細胞18 
を⽣理⾷塩⽔ 2ml に懸濁して同様に静脈投与した。 19 
Indocyanine green (ICG) test で は Vehicle 、 MSC-0.4M 、 MSC-5M 、 Muse 、20 
HGF/VEGF-KD-Muse の 5 群で各群 10 匹ずつ計 50 匹、Muse 細胞投与量設定実験21 
においては、Vehicle、Muse10 万、20 万、40 万の 4 群で各群 5 匹ずつ計 20 匹、投22 
与細胞の体内動態解析では MSC-0.4M と Muse 群の 2 群で 3 匹ずつ計 6 匹、免疫染23 
 11 
⾊の新鮮凍結切⽚採取⽬的に Vehicle、MSC-0.4M、Muse、HGF/VEGF-KD-Muse の1 
4 群で 3 匹ずつ計 12 匹、臓器透明化技術を⽤いた肝類洞画像解析に Vehicle、MSC-2 
0.4M、Muse、HGF/VEGF-KD-Muse の 4 群で 3 匹ずつ計 12 匹を使⽤した。ドナー3 
とレシピエントの 2 匹が 1 ペアになるので、合計 200 匹を⽤いた。 4 
 5 
4-4. Indocyanine Green (ICG)検査 6 
ICG 検査は de Graaf らの報告を参考にして行った(30)。術後 3 日目のラットの右の7 
総頚動脈に 24 ゲージの静脈カテーテルを挿入した。ICG (Diagnogreen®, Daiichi 8 
Sankyo Co, Ltd, Tokyo, Japan)を滅菌水で溶解し、濃度を 2.5mg/ml とした。陰茎静9 
脈より 2.5mg/kg の ICG を投与した。 10 
採血は ICG 投与直前に 2ml および、投与後 2、4、6、8、10、12、15 分で 300μl11 
ずつ採取した。採血サンプルは 1200G 15min 4℃にて遠心し、血漿を 75μl 採取し12 
て 1%BSA 375 µl と混合した。805nm で吸光度の測定を 3 回行い、その平均値を使13 
用した。標準曲線から plasma 中の ICG 濃度を計算した。エクセルを用いて片対数14 
グラフを描き、ICG 減衰近似曲線を引き、その傾きとしての血漿消失率 K 値15 
(plasma disappearance rate; PDR)を算出した。 16 
Ct ＝ C0･e	-kt 17 
Ct: ICG concentration (mg/dl) 18 
C0: ICG concentration at the 0 timepoint calculated from the curve (mg/dl) 19 
t: time after injection (min) 20 
k: ICG plasma disappearance rate (PDR) 21 
 22 
4-5. ⾎液⽣化学検査 23 
 12 
得られた⾎液検体を遠⼼分離(1200G, 15min, 4℃)して⾎漿を採取した。DRI-CHEM 1 
7000V(Fujifilm)を⽤いて解析した。アンモニア(NH3)、aspartate transaminase(AST)、2 
alanine transaminase(ALT) 、 alkaline phosphatase(ALP) 、 γ -glutamyl 3 
transpeptidase(γ-GTP)、total bilirubin(T-Bil)、albumin(ALB)を調べた。 4 
 5 
4-6. 静脈投与された Muse Cells および MSCs の体内動態解析 6 
投与後 3 ⽇⽬の投与細胞の体内動態の解析を In vivo imaging system (IVIS)を⽤いて7 
⾏った。MSCs に Nano-lantern を導⼊した。⼤阪⼤学の永井 健治教授(31)より提供い8 
ただいた Nano-lantern/pcDNA3 を使⽤した。pWPXL-Nano-lantern vector を作成し9 
た。pWPXL-Nano-lantern, pMD2G および pCMV deltaR8.74 を LentiX-293T cells 10 
(TaKaRa Bio Inc, Shiga, Japan) に Lipofectamine 2000 (Thermo Fisher Scientific) を11 
⽤いて感染させた。3 ⽇後、ウイルス上清を回収後遠⼼し、0.45μm フィルターに通12 
した。BM-MSCs に Nano-lantern lentivirus を⽤いて導⼊した。Nano-lantern-陽性の13 
Muse 細胞および Nano-lantern 陽性の non-Muse 細胞を FACS にて分離した。2 次14 
抗体には Allophycocyanin (APC) 標識ヤギ抗ラット IgM 抗体(1:100, Cat#112-136-15 
075, Jackson ImmunoResearch)を⽤いた。 16 
FACS にて Nano-lantern 陽性かつ SSEA-3 陽性細胞として Nano-lantern 陽性 Muse17 
細胞を分離した。分離後 Muse 細胞は non-Muse 細胞と混合し Muse 率が 70％以上18 
となるように調整し、術後ラットに投与した。細胞投与 3 ⽇後に 200 µg/ml のセレン19 
テ ラ ジ ン (Coelenterazine h, Cat#035-22991, FUJIFILM Wako Pure Chemical 20 
Corporation, Osaka, Japan)・10% エタノール/⽣理⾷塩⽔を 1ml 静注した。50 µg/ml 21 
のセレンテラジン・10% エタノール/⽣理⾷塩⽔に各臓器を浸漬しながら IVIS 22 
spectrum CT(Perkin Elmer, Waltham, MA)を⽤いて撮影した。 23 
 13 
 1 
4-7. 臓器透明化および肝類洞の解析 2 
リン酸緩衝⽣理⾷塩⽔で 1mg/ml に溶解した lysine fixable Texas Red 標識デキスト3 
ラン (Cat#D1864, Thermo Fisher)、体重 100g あたり 1mg を陰茎静脈から投与した。4 
5 分間待機後にグラフト肝を摘出、肝臓を葉ごとに分けて 4%パラホルムアルデヒド5 
(PFA)で浸漬固定した。modified CUBIC(Clear, Unobstructed Brain/Body Imaging 6 
Cocktails and Computational analysis) protocol にて 2 週間臓器を透明化した(32)。4％7 
PFA をリン酸緩衝⽣理⾷塩⽔で洗った後、CUBIC reagent (25% urea, 25% Quadrol, 8 
15% TritonX-100/滅菌⽔)、リン酸緩衝⽣理⾷塩⽔で半分に希釈した溶液に 6 時間浸9 
漬した後、1×CUBIC reagent に浸漬し、隔⽇交換した。 10 
多光⼦共焦点レーザー顕微鏡（A1 MP＋, Nikon, Tokyo, Japan）にて X 795.5 µm ✕ 11 
Y 795.5 µm ✕ Z 200.6 µm の⼤きさの直⽅体を 1 視野としてグリソン領域や中⼼静脈12 
領域を避けてランダムに視野を選び、サンプルの表⾯から 100-200μm の深さから撮13 
影した。1 個体当たり 10 視野撮影した。画像の評価には ImageJ(version2.0.0-rc-14 
69/1.52p/ Java 1.8.0_202)を⽤いた。閾値を引いてバックグラウンドを除去した後、15 
画像を 2 値化し、単位体積に対する類洞全体の体積割合を測定した。1 個体につき 616 
視野で平均値を算出した。 17 
また類洞の連続性についての解析は、Gaussian blur 3D を 1×1×1 sigma および18 
Median filter 3D を 3×3×3 radius にて処理することでドットノイズを除去した後、19 
subtract background(rolling ball radius: 1pixel) に て 閾 値 を 設 定 し 、 3D objects 20 
counter(ver2.0.1, https://imagej.net/3D_Objects_Counter)というプラグインにより21 
⾃動計算した。肝細胞の核の⾃家蛍光を計算から除外するため、10000voxels 以下の22 
object は除外した。視野の境界も含めて解析した。3D objects counter 処理により得23 
 14 
られた画像は Glasbey on dark 処理をして⾊分けし表⽰した。 1 
 2 
4-8. small interference RNA(siRNA) を⽤いた Muse 細胞の HGF および VEGFA 抑3 
制実験 4 
Muse 細胞に HGF と VEGFA に対する siRNA を co-transfection させて抑制した。5 
ヒト HGF に対する siRNA (Cat#4392420, ID: s6530, Ambion, Austin, TX), ヒト6 
VEGFA に対する siRNA(Cat#4392420 , ID: s462, Ambion)を使⽤した。 7 
Muse50 万 細 胞 に 対 し て OptiMEM(Cat#31985-070, Thermo)1000µl お よ び8 
Lipofectamine RNAiMAX(Cat＃13778-150, Thermo)20µl と HGF と VEGFA に対す9 
る siRNA をともに最終濃度が 20nmol/l になるように混合して 15 分間室温にて反応10 
させた後、FGF-2 抜きの培地に混合した。48 時間培養後にトリプシン処理にて細胞11 
を回収し、術後のラットに投与した(33, 34)。 12 
 13 
4-9. Quantitative-polymerase chain reaction(qPCR) 14 
細胞から全 RNA を NucleoSpin RNA XS(Cat#740902.250, Macherey-Nagel, Düren, 15 
Germany)を⽤いて抽出して SuperScript VILO cDNA Synthesis kit（Cat#11754-050, 16 
Invitrogen, CA）を⽤いて cDNA を作成し、HGF および VEGFA の quantitative-17 
polymerase chain reaction(7500 Fast real-time PCR system, Applied Biosystems, 18 
Carlsbad, CA)を⾏った。Primer としてヒトベータアクチン（ACTB）Hs99999903m1, 19 
ヒト HGF は Hs00300159m1、ヒト VEGFA は Hs00900055m1 を使⽤した。 20 
 21 
4-10. 免疫組織化学染⾊ 22 
新鮮凍結切⽚は 6 µm の厚さで切り出し、アセトン(Cat#012-00343, FUJIFILM Wako 23 
 15 
Pure Chemical Corporation, Osaka, Japan)−20℃ 10 分間浸漬し固定した。リン酸緩1 
衝⽣理⾷塩⽔にて洗浄後、Liquid blocker super pap pen(Daido Sangyo, Tokyo, Japan)2 
で切⽚を囲み、5% ロバ⾎清(Cat#IHR-8135, funakoshi, Tokyo, Japan)にて室温、303 
分間反応させ⾮特異的抗体結合を阻害した。 4 
新鮮凍結切⽚を使⽤して肝類洞内⽪細胞の表⾯マーカーとして lymphatic vessel 5 
endothelial hyaluronan receptor 1 (lyve-1)を、ヒト由来細胞の検出にヒト特異的細胞6 
質抗原マーカーである STEM121 を使⽤し、免疫染⾊を⾏った。 7 
1 次抗体としてウサギ抗 lyve-1 抗体(1:100, Cat#NB600-1008, Novus Biologicals, 8 
Centennial, CO), あるいはマウス抗ヒト特異的細胞質マーカー抗体(STEM121, 9 
1:100, Cat#Y40410, TaKaRa Bio Inc)を使⽤し、4℃で⼀晩反応させ、2 次抗体として10 
Alexa594 標 識 ロ バ 抗 ウ サ ギ 抗 体  (1:200, Cat#711-586-152, Jackson 11 
ImmunoResearch)あるいは Alexa488 標識ロバ抗マウス抗体 (1:200, Cat#715-546-12 
150, Jackson ImmunoResearch) を 使 ⽤ し 、 核 染 ⾊ に 4ʼ,6-diamidino-2-13 
phenylindole(DAPI; 1:1000, Cat#D1306, Molecular Probe, Eugene, OR)を使⽤した。14 
室温にて 2 時間で反応させた。 15 
Laser confocal microscope(C2+; Nikon)を⽤いて、lyve-1 と STEM121 に関しては 116 
個体当たり 10 視野で各群 3 個体ずつ撮影した。画像を ImageJ で解析した。 17 
パラフィン切⽚は 3μm の厚さで切り出し、脱パラフィン化した後クエン酸緩衝液18 
(pH6.0)にてオートクレーブ(121℃、20min)を⽤いて抗原賦活化した。⾮特異的抗体19 
結合は blocking solution (20% BlockAce, 5% ウシ⾎清アルブミン, 0.3% Triton X-10020 
をリン酸緩衝⽣理⾷塩⽔にて溶解) にて室温 30 分間反応させ阻害した。 21 
肝細胞の増殖像の解析⽬的にパラフィン切⽚を⽤いて Ki-67 染⾊を⾏った。1 次抗22 
体としてウサギ抗 Ki-67 抗体(1:100, Cat#RM-9106, Thermo) を⽤いて 4℃にて⼀晩23 
 16 
反応させた。内因性ペルオキシダーゼ活性を 0.3% 過酸化⽔素/メタノール液で阻害1 
し 2 次 抗 体 と し て EnVision®+ System HRP Labelled Polymer Anti-Rabbit 2 
(Cat#K4003, Agilent Technologies, Santa Clara, CA) を 使 ⽤ し た 。 3,3'-3 
Diaminobenzidine Tetrahydrochloride (DAB) 発 ⾊ に Liquid DAB and Substrate 4 
Chromogen System (Cat#K3468, Agilent Technologies) を 使 ⽤ し た 。 核 染 ⾊ に5 
Mayerʼs Hematoxylin を⽤いて染⾊した。 6 
Ki-67 染⾊は 200 倍で各個体 5 視野ずつ、1 グループあたり 3 個体を撮影し、Ki-677 
陽性肝細胞を数えた。 8 
 9 
4-11. Terminal Deoxynucleotidyl Transferase Deoxyuridine Triphosphate Nick End 10 
Labeling (TUNEL) 染⾊解析 11 
Apop Tag® Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit (Cat # S7101, Merck 12 
Millipore, CA)を⽤いて TUNEL 染⾊を⾏った。パラフィン切⽚を⽤いてキットに記13 
載の⼿順通りに⾏った。陽性コントロールは DNase 処理をしたラット正常肝臓を⽤14 
いた。 15 
 16 
4-12. 統計学的解析 17 
統計学的解析は JMP Pro ver. 14.0.0(SAS Institute Inc, Cary, NC)を⽤いて⾏った。18 
結果はすべて平均値±標準偏差として記述した。3 群以上の⽐較では分散分析19 
(analysis of variance; ANOVA)および Tukey honestly significant different 検定を⽤い20 
て解析し、2 群間のみでの解析では T 検定を⽤いて統計処理を⾏った。p < 0.05 を統21 
計学的有意差ありとみなした。図表の中では p < 0.05 を*で表現し、p < 0.01 を**で、22 
p < 0.001 を***で表現した。  23 
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5 研究結果 1 
 2 
5-1. Muse 細胞の濃縮および投与細胞数の条件検討 3 
Muse 細胞はヒト⾻髄由来間葉系幹細胞(BM-MSCs)から分離採取した(35)。MACS に4 
よる濃縮前の Muse 率は 6.32 ±1.72%であった。MACS による濃縮後の Muse 率は5 
72.99±2.75 %であった(図 1A)(27)。これら 70%以上の Muse 率を持つ細胞集団を Muse6 
細胞として実験に使⽤した。 7 
実験は schema の流れに沿って⾏った(図 1B)。ドナーより摘出した全肝から肝切除8 
を⾏い、上右葉と下右葉で構成される 20% 肝グラフトを、全肝摘出したレシピエン9 
トに同所性に移植した。無肝期は 17 分、冷阻⾎時間は 180 分であった。細胞ならび10 
に⽣理⾷塩⽔は⾨脈再灌流後 2.5 時間以内に陰茎静脈から⾎管内投与し、投与後３⽇11 
⽬に解析を⾏った。吻合終了後の写真及び輪郭図を⽰す (図 1C)。 12 
最初に⾎管内投与する Muse 細胞の投与数を決定するために ICG での実験をおこな13 
った。正常ラットの ICG-PDR は 0.21±0.022 (N = 5)であった。⼀⽅ Vehicle 群は14 
0.033±0.0095 (N = 5)であった。Muse 細胞投与数を 10 万、20 万、40 万 (N = 5)と15 
設定した。Muse10 万群の ICG-PDR は 0.032±0.012、Muse20 万群は 0.055±0.021、16 
Muse40 万群は 0.068±0.018 であった。Muse10 万群と Muse40 万群の間で有意差 17 
(p = 0.0095)を認めた (図 1D)。Vehicle 群と Muse40 万群との⽐較でも有意差を認め18 
た(p = 0.012)。Muse20 万群と 40 万群との間では有意差なし (p = 0.54)であったが、19 
N = 5 という少数の中で、数値のばらつきが⼤きいためと考え、ICG-PDR のより良20 
い数値が多く認められた Muse40 万群で実験を⾏うこととした。Muse 細胞 10 万か21 
ら 40 万細胞にかけては投与量依存的に ICG-PDR の数値が改善していた。しかし、22 
Muse20 万群と 40 万群の間での⾶躍的な改善効果がないため、40 万細胞以上の投与23 
 18 
数に関しては投与数依存的に ICG-PDR の改善が⾒込めないと判断し、設定しなかっ1 
た。 2 
また MSC に関しては同数の 40 万を投与する群を設定した。BM-MSCs には約 6%3 
の Muse 細胞が含まれている。40 万の濃縮 Muse 細胞集団 (Muse 率 70%以上)に含4 
まれる Muse 細胞は約 30 万細胞であり、Muse 細胞 30 万細胞を含む BM-MSCs は計5 
算上 500 万細胞となる。そこで 40 万の濃縮された Muse 細胞との⽐較のために同数6 
の Muse 細胞を含む 500 万の MSC を投与する群も設定した。 7 
移植前のグラフト写真および 3 ⽇後のグラフト写真を⽰す (図 1E)。⾒た⽬には各8 
群間の違いは認めなかった。移植後 3 ⽇⽬の時点では GRWR に各群においても差は9 
なかった(図 1F)。 10 
 11 
5-2. ICG 検査 12 
ICG-PDR を計測し、肝機能を評価した。各群の ICG-PDR 平均値は以下の通りであ13 
った。Vehicle 群 0.036±0.010、MSC-0.4M 群 0.042±0.011、MSC-5M 群では 0.04714 
±0.020 であり、Muse 群では 0.068±0.018 であった。各群間の有意差は以下の通り15 
で Muse vs MSC-5M; p 値 0.0262、 Muse vs MSC-0.4M; p 値は 0.0033、Muse vs 16 
Vehicle; p 値 0.0003 であった。Muse 群にて ICG-PDR が改善していた (図 2A)。 17 
 18 
5-3. ⾎液⽣化学検査 19 
肝障害や胆道系障害の指標として、臨床にて汎⽤されている⾎液⽣化学を検査した。20 
AST と ALT でのみ Vehicle 群と Muse 群の間で有意差を認めた(図 2B)。AST におい21 
ては Vehicle 群と Muse 群間の p 値は 0.0356, ALT においては Vehicle 群と Muse 群22 
間の p 値は 0.0395 であった。Muse 群のアンモニア、γGTP、総ビリルビン値、ア23 
 19 
ルブミン値に関してはいずれも他の群に⽐較して改善傾向にあったが、統計学的には1 
どの項⽬のどの群間においても有意差は認めなかった。また MSC 投与群においては2 
40 万群と 500 万群の間で、有意差を認めなかった。 3 
そこで以下の実験では MSC40 万(MSC-0.4M)群を 2 つの MSC 群の代表として実験4 
を⾏うこととした。 5 
 6 
5-4. 静脈投与された Muse Cells および MSCs の体内動態解析 7 
Nano-lantern で標識された Muse 細胞と MSC の体内動態を⾒た。Muse 細胞は静脈8 
投与後 3 ⽇⽬で肝内へ分布していることがわかった(図 3A)。とくにグラフト肝の辺9 
縁領域に多い傾向がみられた。⼀⽅肺には 1 次通過効果により、細胞が多く存在して10 
いた。また Muse 群の 3 個体の内 2 個体において腎⾨部にシグナルを認めた(図 3B)。11 
ともに肝臓に⽐べて約半分の signal であった。MSC-0.4M では 3 個体全てにおいて12 
腎臓には signal を認めなかった。他の臓器においてはシグナルを認めなかった。 13 
ヒト由来細胞の検出⽬的に、ヒト特異的細胞質マーカーである STEM121 を染⾊し14 
た （図 3C）。ヒト由来細胞は Muse 群 MSC-0.4M 群のどちらにも認められた。1mm215 
あたりの Muse 群の細胞数は 6.45±2.44 個/mm2 で MSC-0.4M 群では 0.50±0.43 個16 
/mm2 であり、Muse 群のほうが MSC-0.4M 群よりも有意に多くの細胞が肝グラフト17 
内に集積していることが免疫組織学的にも⽰された(p = 0.014) (図 3D)。特に Muse18 
群で、STEM121 陽性細胞は類洞内や⾎管内にも⾒られた (図 3C)。 19 
 20 
5-5. 類洞保護効果の評価 21 
⾎管を描出するためにラットの静脈に Texas Red 標識されたデキストランを注射し22 
た。組織透明化したグラフト肝の 3 次元画像を multiphoton laser confocal microscope23 
 20 
で撮影した。図 4A に透明化された肝臓の写真を⽰す。図 4B に動画の 3D snapshots1 
および動画から抽出した代表的な 2 次元画像を⽰す。正常肝の類洞と⽐較して Vehicle2 
群および MSC-0.4M 群は類洞の連続性が落ちていた。しかし Muse 群においては正3 
常肝と同じように類洞の連続性が保たれていた。Texas Red のシグナルのみではわか4 
りにくいため、画像を ImageJ にて解析した。連続した類洞を同じ⾊で⾊分けした画5 
像の 3D snapshots およびその代表的な 2 次元画像を⽰す(図 5A)。 6 
単 位 体 積 に 対 す る 全 類 洞 体 積 の 割 合 は Muse 群 (6.31±0.39%) が Vehicle 7 
(3.34±1.19%)群よりも有意に⾼く (Muse vs Vehicle; p = 0.0032)、MSC-0.4M 群8 
(3.32±0.54%)よりも有意に⾼かった(Muse vs MSC-0.4M; p = 0.0030) (図 5B)。9 
Muse 群と正常肝(6.02±1.07%)の間に有意差を認めなかった(p ＝ 0.9969)(図 5B). 10 
1 視 野 内 で の 連 続 し た 類 洞 体 積 の 平 均 値 は 他 の 3 群 と ⽐ 較 し て Muse 群11 
(159786.67±31492.79 µm3)で有意に⾼かった。正常肝は 83764.11±20426.32 µm3で、12 
Vehicle 群では 46652.01±31494.27 µm3 で、MSC-0.4M 群では 39842.28±2235.27 13 
µm3 であった(図 5C)。p 値は Muse 群と正常肝の間で 0.0219、Muse 群と Vehicle 群14 
の間で 0.0022 であり、Muse 群と MSC-0.4M 群の間で 0.0015 であった(図 5C)。 15 
1 視野内での連続した類洞表⾯積つまり類洞の内腔⾯積の平均値も、Vehicle 群およ16 
び MSC-0.4M 群と⽐較して Muse 群(68790.41±16064.94 µm2)で有意に⾼かった。17 
正常肝は 41624.73±7721.55 µm2、Vehicle 群は 21354.92±12772.92 µm2 であり、18 
MSC-0.4M 群は 19018.51±1016.31 µm2 であった。Muse 群と正常肝の間では有意差19 
を認めなかった(p = 0.0636)。各群間の p 値は、Muse 群と Vehicle 群で 0.0065、Muse20 
群と MSC-0.4M 群の間で 0.0051 であった(図 5D)。 21 
不 連 続 な 類 洞 の 数 は Muse 群 (153.56±22.09) で 有 意 に 少 な く 、 Vehicle 群22 
(274.06±59.13)と⽐較して p 値 0.0166、そして MSC-0.4M 群(319.78±31.93)と⽐23 
 21 
較して p 値 0.0025 であった。Muse 群と正常肝 (187.00±20.89)の間では有意差を認1 
めなかった (p = 0.78)。⼀⽅で MSC-0.4M 群は正常肝よりも有意に不連続な類洞の2 
数が多かった(p = 0.0080) (図 5E)。 3 
 4 
5-6. 肝類洞内⽪細胞および Ki-67 の免疫組織化学染⾊ 5 
類洞内⽪細胞の表⾯マーカーの 1 つである lyve-1 を免疫組織学部染⾊にて解析した6 
(図 6A)。 lyve-1 陽性⾯積割合は他群と⽐較して Muse 群(4.07±0.27%)で有意に⾼7 
かった。Vehicle 群は 2.33 ±0.48%で, MSC-0.4M 群は 2.34±0.08%であった。p 値8 
は Muse 群と Vehicle 群間で 0.0006、Muse 群と MSC-0.4M の間で 0.0007 であった9 
(図 6B)。 10 
Ki-67 にて hepatocyte の増殖周期にある細胞を解析した。Vehicle 群 46.65±0.84%、11 
MSC-0.4M 群 48.86±1.38%、Muse 群55.05±5.01%という陽性率であった(図 6C)。12 
Muse 群で肝細胞の Ki-67 陽性率が増加しており（図 6D）、統計学的には Vehicle 群13 
と Muse 群の間の p 値は 0.034 と有意差を認めた。Muse 群と MSC-0.4M 群の間では14 
有意差を認めなかった(p = 0.10)(図 6D)。 15 
 16 
5-7. HGF と VEGFA 抑制 Muse 細胞の類洞保護効果 17 
HGF と VEGF は類洞内⽪細胞の保護に関わっているという報告がある(36)。Muse 細18 
胞における HGF と VEGFA の遺伝⼦発現量は MSC に⽐べて⾼く、MSC に対して19 
Muse 細胞の HGF は 2.84±0.051 倍(p < 0.001)、VEGFA は 2.08±0.055 倍(p < 0.001)20 
であった(図 7A)。そこで Muse 細胞に HGF と VEGFA の siRNA を同時に導⼊し抑21 
制することで、類洞の保護効果に HGF や VEGF といった因⼦がどれほど寄与してい22 
るのかを検討した。 23 
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正常 Muse 細胞と⽐較して siRNA を導⼊した Muse（HGF/VEGF-KD-Muse）細胞1 
は HGF で 0.072±0.002 倍(p < 0.001)、VEGFA で 0.25±0.004 倍(p < 0.001)と有意2 
に低下していた(図 7B)。 3 
次に細胞投与 3 ⽇⽬の ICG-PDR を Muse 群と、HGF/VEGF-KD-Muse 群とで⽐較4 
した 。HGF/VEGF-KD-Muse 群 は Muse 群 (0.068±0.018)よ り も有意に ICG-5 
PDR(0.044±0.016)が低かった（N = 10, p= 0.0045)(図 7C)。 6 
HGF/VEGF-KD-Muse 群の類洞画像(図 7D)を Muse 群の類洞画像(図 4B、図 5B)7 
と⽐較した。Muse 群に⾒られた類洞の連続性改善効果は HGF/VEGF-KD-Muse 群8 
において類洞体積割合(3.79±1.06%)、連続した類洞体積(38377.58±14738.97 µm3)、9 
類洞表⾯積(17640.83±5016.48 µm2)のいずれも有意に抑制されていた(図 7E)。p 値10 
はそれぞれ 0.018、0.004、0.006 であった。また不連続な類洞個数においては、11 
HGF/VEGF-KD-Muse 群においては 313.39 ± 32.25 であり、Muse 群よりも(153.56 12 
± 22.09)よりも有意に多かった(p = 0.002) (図 7E)。 13 
Lyve-1 陽性⾯積割合に関して HGF/VEGF-KD-Muse 群では 1.17±0.046%と Muse14 
群(4.07±0.27%)(図 6B)よりも有意に低下していた(p < 0.001) (図 7F)。 15 
Ki-67 陽性率においても Muse 群(55.048 ± 5.01%)(図 6D)よりも HGF/VEGF-16 
KD-Muse 群(38.79±1.15％)では有意に低下していた(p = 0.0054)(図 7G) 17 
 18 
5-8. TUNEL 染⾊ 19 
いずれの群でも TUNEL 陽性細胞は 1 視野あたり 1-2 個あるかどうかで⾮常に少な20 
かった(図 8)。群間の統計的有意差は⾒られなかった。 21 
 22 
  23 
 23 





害は移植後早期に起こるため、本研究においても類洞の状態を細胞投与 3 ⽇⽬に重点6 
をおいて評価を⾏った。投与されたヒト Muse 細胞は特に肝臓へ遊⾛し肝類洞の連続7 
性改善という形で類洞の保護効果を⽰した。また ICG-PDR や AST、ALT といった8 
肝機能評価や Ki-67 陽性肝細胞数といった増殖能においても Muse 細胞はより⾼い効9 
果を⽰した。肝臓に集積した Muse 細胞は他の群と⽐較して肝障害・類洞障害を軽減10 
することが確認できたので、Muse 細胞の HGF と VEGFA を siRNA により抑制した11 
ところ、Muse 細胞の類洞保護効果が落ちることも確認できた。以上の結果から、Muse12 
細胞には肝類洞保護効果が存在し、この効果は Muse 細胞から分泌される HGF と13 




いており、臨床における SFSS を完全に再現したモデルではない。そのため術後 7 ⽇18 
⽬の⽣存率は 100%であり、また肝再⽣も 7 ⽇⽬に完了することが報告されている(16, 19 





Vehicle 群では術後 3 ⽇⽬で 0.036±0.010 であり、Olmedilla らの報告において、肝1 
移植後の予後不良のカットオフとされる ICG-PDR 0.10 や、Sugimoto らの報告で肝2 
切除後の肝不全予測のカットオフである ICG-PDR 0.07 よりも低値となっている(37, 3 
38)。肝障害時の ICG-PDR がヒトとラットの間でどの程度相関関係があるかは不明だ4 
が、正常ラットの ICG-PDR は 0.21±0.022 であり、ヒトの正常値 0.18-0.25(39)とほ5 
ぼ同等であることから、ヒトを基準とした時に、本研究における術後 3 ⽇⽬ラットの6 





Muse 群において Vehicle 群や MSC-0.4M 群に⽐較して、肝類洞の開存性や連続性12 
の改善や、lyve-1 染⾊で肝類洞内⽪細胞の⾯積がより多いということが⽰された。連13 
続した類洞の体積や表⾯積が Muse 群では正常肝よりも⾼いことが⽰された(図 5C、 14 




MSC500 万細胞は濃縮された Muse40 万細胞と⽐較して、含有する Muse 細胞数が19 
同じであるが、MSC においては約 6%が Muse 細胞でその他多数を non-Muse 細胞が20 
占めるのに対して、濃縮 Muse40 万細胞はその殆どが Muse 細胞である。MSC-5M 群21 
においては、Muse 群と⽐較して有意に ICG-PDR が低く、肝障害マーカーである AST22 
や ALT において改善が⾒られなかった。また MSC-0.4M 群と MSC-5M 群との間に23 
 25 
おいても ICG-PDR や AST、ALT において有意差が認められなかった。MSC には抗1 
炎症効果だけでなく、炎症惹起性の細胞が含まれていることが報告されている(40, 41)。2 
Muse 細胞は抗炎症効果を⽰すため(27)、non-Muse 細胞の中に炎症惹起効果を持つ細3 
胞がいることとなる。これらの non-Muse 細胞によって Muse がもたらす trophic 効4 
果が阻害される可能性がある。あるいは、MSC は様々な種類の細胞集団であり、そ5 
の中で Muse 細胞という SSEA-3 陽性という共通点をもつ細胞を濃縮することで細胞6 
投与による治療効果を増強あるいは、安定化させることができると考える。それ故濃7 
縮された Muse 細胞は、同数の Muse 細胞を含む MSC500 万群よりも⾼い効果を発8 
揮し、また MSC の投与量を増加しても、MSC500 万細胞に含まれる Muse 細胞の効9 
果を、多量の non-Muse 細胞により相殺される可能性があると考えられる。また静脈10 
投与の場合、投与細胞数が多くなると、投与細胞による肺塞栓を起こす可能性があり、11 
Muse 細胞の濃縮少量投与の⽅がリスクを回避できる可能性が⾼いと考えられる。 12 
siRNA を⽤いた HGF/VEGFA 抑制実験により、Muse 細胞の類洞内⽪細胞保護効果13 
は HGF と VEGFA が主要な因⼦である可能性が⽰唆された。 14 
では HGF や VEGFA を投与することで同様の効果が期待できるだろうかという疑15 
問が起きる。リコンビナント HGF や VEGF を肝切除モデルに投与する論⽂が報告さ16 




Muse 細胞はもともと HGF や VEGFA といった因⼦を MSC よりも⾼く発現してい21 
るため、遺伝⼦組み換え操作が不要であり、Muse 細胞は静脈注射のみで移植された22 
肝臓に遊⾛し、そこで必要に応じて HGF や VEGFA といった増殖因⼦を持続的に分23 
 26 
泌するため、投与回数を少なくすることが可能である。 1 
静脈投与された Muse 細胞が障害臓器に遊⾛し⽣着するということは、⼼筋梗塞や2 
肝線維症や動脈瘤の動物モデルにおいて証明されている(23, 24, 26)。Muse 細胞が障害臓3 
器に遊⾛するのを誘導する因⼦である S1P は障害を受けた細胞で作られる。上記の4 
ような動物の傷害モデルと⽐較して、今回の実験における肝臓への Nano-lantern 標5 
識 Muse 細胞の集積は少ない。特にウサギの⼼筋梗塞モデルと⽐較するとシグナルは6 
低いが、動物種や障害モデルの違い、投与細胞数の違いなどから⽐較することは難し7 
い(23)。今回の実験においてグラフト肝に遊⾛かつ集積する Muse 細胞が少ないという8 
ことは、重度の虚⾎に陥って壊死を起こした⼼筋梗塞モデルよりもより障害が少ない9 
ことを⽰唆する。TUNEL 染⾊を⾒ると正常肝と Muse 細胞の間で有意な差がないこ10 
とからも上記の推察は⽭盾がないと考える(図 8)。Muse 群の腎⾨部にわずかに⾒ら11 
れた Nano-lantern のシグナルについては、移植⼿術の際に下⼤静脈吻合までの間、12 
腎臓が鬱⾎し障害を受け、少数の Muse が遊⾛したためと考えられる。 13 
本研究の限界として、本実験において使⽤した極⼩肝移植モデルでは⽣存率に関し14 
て差が出せなかった。より⼩さなグラフトを移植するモデルとして、ラット肝臓の解15 














考えた。静脈投与でも肝臓への遊⾛及び集積は認めており、さらに Muse 細胞投与効6 
果は投与量設定実験において認めているため、より簡便な静脈投与を選択した。 7 
肝過⼩グラフトと Muse 細胞とを組み合わせた治療の実⽤化に関しては、ブタなど8 
の⼤動物でのさらなる解析が必要と考える。体重換算で考えるとブタではラットの約9 
100 倍の細胞数が必要となるが、そのためには⼤量の培養 MSC が必要となる。培養10 
細胞が多くなると、培養条件の均⼀化、費⽤などの課題を克服する必要がある。 11 
 12 
Muse 細胞による類洞環境の改善は術後の肝再⽣を促進し、SFSS を改善させる効果13 
が期待できる。本実験の結果から hybrid liver-cell transplantation という Muse 細胞14 
を使った細胞移植および過⼩グラフトを⽤いた臓器移植の融合は肝疾患終末期にと15 
って有効な治療法になりうると考えられる。  16 
 28 
7. 結論 1 
 2 
本研究の結果から、Muse 細胞を利⽤した細胞移植と、過⼩グラフトの臓器移植を3 
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9 図 1 
 2 
 3 
図 1. 実験の時系列および Muse 投与細胞数の条件検討 4 
(A) FACS データを⽰す。アイソタイプ・コントロールにおいてゲーティングを決定5 
し、MACS による濃縮前の Muse 率および MACS による濃縮後の Muse 率を⽰す。6 




ットに同所性に移植した。⾨脈再灌流 2.5 時間後に細胞移植を⾏い、細胞投与の 3 ⽇3 
後に ICG 検査や組織サンプル、⾎液サンプルを採取した。（C）すべての吻合が完了4 
した代表的なラットの腹腔内写真を⽰す。輪郭をトレースした画像を同時に⽰す。（D）5 
ICG-PDR は Muse10 万と Muse40 万の間で有意差を認めた(p = 0.0095)。Vehicle 群6 
と Muse40 万群の間にも有意差を認めた(p = 0.0122)。Muse40 万群と 20 万群の間に7 
は有意差を認めなかったが、40 万群のほうがより⾼い数値を⽰していたので、Muse8 
投与数は 40 万細胞に決定した。正常肝の ICG-PDR は 0.210 ± 0.02 (N=5)であっ9 
た。（E）移植前のグラフト肝の写真及び、各群の移植後 3 ⽇⽬の写真を⽰す。⾒た⽬10 
やサイズには有意差を認めなかった。（F）GRWR においても各群に有意差を認めな11 
かった(N=10)。* p <0.05, ** p < 0.01. 12 
略語 FACS: fluorescence-activated cell sorting, SSEA-3: Stage-Specific Embryonic 13 
Antigen-3, FITC: fluorescein isothiocyanate, MACS: magnetic activated cell sorting, 14 
ICG: indocyanine green, MSC: mesenchymal stem cell, Muse: Multilineage-15 
differentiating stress enduring, SRL: superior right lobe, IRL： inferior right lobe, P: 16 
portal vein, A: hepatic artery, B: bile duct, SHIVC: suprahepatic inferior vena cava, 17 
IHIVC: infrahepatic inferior vena cava, PDR: plasma disappearance rate, GRWR: graft-18 




図 2. ICG-PDR と⾎液⽣化学検査結果 2 
(A) ICG 検査を各群 10 個体ずつ⾏った。各群の ICG-PDR は以下の通りであった。3 
Vehicle 群 は 0.036±0.010 、 MSC-0.4M 群 は 0.042±0.011 、 MSC-5M 群 は4 
0.047±0.020 Muse 群は 0.068±0.018。統計学的有意差は Muse 群と MSC-5M 群の5 
間 (p = 0.0262)、Muse 群と MSC-0.4M 群の間(p = 0.0033)、Muse 群と Vehicle 群6 
の間(p = 0.0003)に認めた。ICG-PDR は Muse 群において最も⾼い改善効果を⽰し7 
た。(B)正常肝群を除いた 4 群間にて統計学的解析を⾏った。AST と ALT において8 
Muse 群は Vehicle 群よりも有意に数値の低下を認めた(AST; p = 0.0356, ALT; p = 9 
0.0395)。Muse 群においては他群と⽐較して NH3、γGTP、T-Bil、ALB の数値が改10 
善する傾向をみとめたが、有意差は認めなかった。ICG-PDR および⾎液⽣化学検査11 
では MSC-0.4M 群および MSC-5M 群を⽐較しても有意な改善効果を認めなかった12 
ため、以後の実験においては MSC-0.4M を MSC 群の代表群として Muse 群の⽐較対13 
象群として設定した。* p < 0.05, *p < 0.01, *** p < 0.001. 14 
略語; NH3: ammonia, AST: aspartate transaminase, ALT: alanine transaminase, ALP: 15 
 36 
alkaline phosphatase, γGTP: γ-glutamyl transpeptidase, T-Bil: total bilirubin, ALB: 1 
albumin  2 
 3 
 4 
図 3. 静脈投与された Muse Cells および MSCs の体内動態解析 5 
Nano-lantern で標識された Muse 細胞と MSC の体内動態を⾒た。(A)Muse 細胞は静6 
脈投与後 3 ⽇⽬で肝内へ分布している。とくにグラフト肝の辺縁領域に多い傾向がみ7 
られた。⼀⽅肺には 1 次通過効果により、細胞が多く存在していた。(B)また Muse 群8 
 37 
の 3 個体の内 2 個体において腎⾨部にシグナルを認めた。ともに肝臓に⽐べて約半分1 
の signal であった。MSC では 3 個体全てにおいて腎臓には signal を認めなかった。2 
他の臓器においてはシグナルを認めなかった。ヒト由来細胞の検出⽬的に、ヒト特異3 
的細胞質マーカーである STEM121 を染⾊した。（C）ヒト由来細胞は Muse 群および4 
MSC-0.4M 群のどちらにも認めた。特に Muse 群で、STEM121 陽性細胞は類洞内や5 
⾎管内にも⾒られた。(D)1mm2 あたりの Muse 群の細胞数は 6.45±2.44 個/mm2 で6 
MSC-0.4M 群では 0.50±0.43 個/mm2 であり、Muse 群のほうが MSC-0.4M 群より7 
も有意に多くの細胞が肝グラフト内に集積していることが免疫組織学的にも⽰され8 




図 4. 類洞保護効果の評価 2 
⾎管を描出するためにラットの静脈に Texas Red 標識されたデキストランを注射し3 
た。組織透明化したグラフト肝の 3 次元画像を multiphoton laser confocal microscope4 
で撮影した。（A）透明化された肝臓の写真を⽰す。（B）3 次元画像のスナップショッ5 
トおよび抽出した代表的な 2 次元画像を⽰す。正常肝の類洞と⽐較して Vehicle 群お6 
よび MSC-0.4M 群は類洞の連続性が落ちていた。しかし Muse 群においては正常肝7 
と同じように類洞の連続性が保たれていた。 (A)内の bar: 10mm, 3 次元直⽅体の⼤8 
 39 
きさは X 795.5 µm ✕ Y 795.5 µm ✕ Z 200.6 µm、Bars: 100 µm.  略語 3D: three-1 
dimensional, 2D: two-dimensional 2 
 3 
  4 
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 1 
図 5. 類洞画像の解析 2 
(A) Texas Red のシグナルのみではわかりにくいため、画像を ImageJ にて解析した。 3 
連続した各類洞を同じ⾊で⾊分けした 3 次元画像のスナップショットおよびその代4 
表的な 2 次元画像を⽰す。Muse 群においては類洞が連続しているが、Vehicle 群と5 
 41 
MSC-0.4M 群ではほとんどの類洞が不連続である。 1 
(B) 単位体積に対する全類洞体積の割合は、Muse 群において Vehicle 群および MSC-2 
0.4M 群よりも有意に⾼かった。Muse 群と正常肝の間に有意差を認めなかった。 3 
(C) 1 視野内での連続した類洞体積の平均値は、他の 3 群と⽐較して Muse 群で有意4 
に⾼かった。 5 
(D) 1 視野内での連続した類洞表⾯積つまり類洞の内腔⾯積の平均値も、Vehicle 群6 
および MSC-0.4M 群と⽐較して Muse 群で有意に⾼かった。Muse 群と正常肝の間で7 
は有意差を認めなかった(p = 0.0636)。 8 
(E) 不連続な類洞の数は Vehicle 群および MSC-0.4M 群と⽐較して、Muse 群で有意9 
に少なく、Muse 群と正常肝の間では有意差を認めなかった (p = 0.78)。⼀⽅で MSC-10 
0.4M 群は正常肝よりも有意に不連続な類洞の数が多かった(p = 0.0080)。 11 
3 次元直⽅体の⼤きさは X 795.5 µm ✕ Y 795.5 µm ✕ Z 200.6 µm、Bars: 100 µm、* p 12 
< 0.05, ** p < 0.01, and *** p < 0.001.  13 
略語 3D: three-dimensional, 2D: two-dimensional 14 
  15 
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1 
図 6. 肝類洞内⽪細胞および Ki-67 の免疫組織化学染⾊ 2 
(A)類洞内⽪細胞の表⾯マーカーの 1 つである lyve-1 を免疫組織学部染⾊にて解析し3 
た。(B)lyve-1 陽性⾯積割合は他群と⽐較して Muse 群(4.07±0.27%)で有意に⾼かっ4 
た。Vehicle 群は 2.33 ±0.48%で, MSC 群は 2.34±0.08%であった。p 値は Muse 群5 
と Vehicle 群間で 0.0006、Muse 群と MSC-0.4M の間で 0.0007 であった(10 視野/個6 
体, N = 3 各群)。(C)Ki-67 にて肝細胞の増殖周期にある細胞を解析した。(D)Vehicle7 
群 46.65±0.84%、MSC-0.4M 群 48.86±1.38%、Muse 群 55.05±5.01%という陽性8 
 43 
率であった。Muse 群で肝細胞の Ki-67 陽性率が増えていた。統計学的には Vehicle 群1 
と Muse 群の間の p 値は 0.034 であった。また Muse 群と MSC-0.4M 群の間では有2 
意差を認めなかった(p = 0.10)(5 視野/case, N=3 各群)。Bars: 100µm, * p < 0.05, ** 3 
p < 0.01, *** p < 0.001. 4 
略語 lyve-1: lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor 1 5 





図 7. HGF と VEGFA 抑制 Muse 細胞の類洞保護効果 1 
(A)Muse 細胞における HGF と VEGFA の遺伝⼦発現量は MSC に⽐べて⾼く、MSC2 
に対して Muse 細胞の HGF は 2.84±0.051 倍(p < 0.001)、VEGFA は 2.08±0.003 倍3 
(p < 0.001)であった。 4 
(B)正常 Muse 細胞と⽐較して siRNA を導⼊した Muse（HGF/VEGF-KD-Muse）細5 
胞は HGF で 0.072±0.002 倍(p < 0.001)に低下し、VEGFA で 0.25±0.004 倍(p < 6 
0.001)に低下していた。 7 
(C) HGF/VEGF-KD-Muse 群 は Muse 群 (0.068 ± 0.018) よ り も 有 意 に ICG-8 
PDR(0.044±0.016)が低かった（N=10, p = 0.0045)。 9 
(D) HGF/VEGF-KD-Muse 群の類洞画像を⽰す。 10 
(E) Muse 群の類洞画像(図 4B、図 5B)と⽐較した。Muse 群に⾒られた類洞の連続性11 
改善効果は HGF/VEGF-KD-Muse 群において類洞体積割合、連続した類洞体積、類12 
洞表⾯積のいずれも有意に抑制されていた。また不連続な類洞個数に関しては、13 
HGF/VEGF-KD-Muse 群において、Muse 群よりも有意に多かった。 14 
(F) lyve-1 陽性⾯積割合に関して HGF/VEGF-KD-Muse 群では 1.17±0.046%と15 
Muse 群(4.07±0.27%)(図 6B)よりも有意に低下していた(p < 0.001)。 16 
(G) Ki-67 陽性率においても Muse 群(55.048 ± 5.01%)(図 6D)よりも HGF/VEGF-17 
KD-Muse 群(38.79±1.15％)では有意に低下していた(p = 0.0054)。 18 
3 次元直⽅体の⼤きさは X 795.5 µm ✕ Y 795.5 µm ✕ Z 200.6 µm、Bars: 100 µm, * p 19 
< 0.05, ** p < 0.01, and *** p < 0.001.  20 
略語 mRNA: messenger ribonucleic acid, HGF: hepatocyte growth factor, VEGFA: 21 
vascular endothelial growth factor A, ACTB: beta actin, MSC: mesenchymal stem cell, 22 
Muse: Multilineage-differentiating stress enduring, HGF/VEGF-KD-Muse: 23 
HGF/VEGFA-knocked-down-Muse cells, siRNA: small interfering ribonucleic acid, 24 
3D: three-dimensional, 2D: two-dimensional. 25 
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1 
図 8. TUNEL 染⾊ 2 
いずれの群でも TUNEL 陽性細胞は 1 視野あたり 1-2 個あるかどうかで⾮常に少な3 
かった。群間の統計的有意差は⾒られなかった。Bars: 50 µm. 4 
略語 TUNEL: Terminal Deoxynucleotidyl Transferase Deoxyuridine Triphosphate 5 
Nick End Labeling 6 
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